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Summary
Type  2  diabetes  mellitus  (T2DM)  is  a  disorder  of  energy  metabolism,
characterized by insulin resistance and pancreatic ?-cell failure. The
incidence of T2DM is rapidly increasing and it is currently regarded as an
epidemic,  like obesity.  Skeletal  muscle and adipose tissue are two key
organs involved in T2DM pathophysiology, since they account for >90%
of insulin-mediated glucose uptake. Mitochondria generate the majority
of  ATP  from  glucose,  lipid  and  amino  acid  metabolism  through  the
oxidative phosphorylation system (OXPHOS). Mitochondrial dysfunction
was hypothesized to underlie insulin resistance and T2DM. However,
despite  extensive  studies,  the  role  of  mitochondrial  function  in  T2DM
etiology remains under debate. In addition to a role in common T2DM, a
mitochondrial  defect  can  also  give  rise  to  a  monogenetic  form  of
diabetes. For example the mitochondrial DNA mutation at position 3243
of the tRNALeu gene nearly always leads to development of diabetes. Aim
of this thesis was to perform a comprehensive study of the alterations in
skeletal muscle and adipose tissue regarding mitochondrial function and
global  gene  expression  analysis  of  common  T2DM  patients  (chapter
2,4) and characterize skeletal muscle gene expression alterations in
mildly  and  severely  affected  m.3243A>G  carriers  (chapter 3). In
addition, we characterized two relevant genes altered in T2DM further in
vitro, namely Wnt5b and Nrf1 (chapter  5  and  6). Finally, chapter 7
discusses the relevance of our findings and concludes with directions for
future research to extent understanding of energy metabolism disorders
and development of therapeutic options.
Chapter 1 is  a  general  introduction  on  T2DM  pathophysiology,  key
organs involved, and the role of mitochondria in energy metabolism and
T2DM.  Key  organs  are  muscle,  adipose  tissue,  pancreas  and  liver,  of
which we studied adipose tissue and muscle in further detail  (chapter
2-6).  Data  on  the  primary  or  secondary  role  for  mitochondria  in  the
development  of  T2DM  are  conflicting  and  possible  explanations  are
discussed. This question has also been addressed experimentally in
chapter 2. Skeletal muscle samples from newly diagnosed diabetic
patients, long-standing insulin-treated T2DM patients and age- and BMI-
matched controls were used for a cross-sectional analysis of
mitochondrial density, mitochondrial function, and global gene
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expression. A reduced mitochondrial activity of complex I, mitochondrial
density reflected by citrate synthase activity and OXPHOS-related gene
expression  were  apparent  in  long-standing  T2DM  patients,  but  not  in
newly identified diabetes subjects. Microarray analysis indicated reduced
expression of genes involved in OXPHOS and Krebs cycle, confirming the
presence of mitochondrial alterations in long-standing T2DM patients.
Gene expression analysis of newly identified T2DM subjects indicated
normal mitochondrial function, but an increased utilization of fatty acids
as energy source, possibly as a rescue mechanism to avoid detrimental
effects of increased lipid(-intermediates) on insulin signaling. Our data
indicated that mitochondrial dysfunction is a consequence rather than a
cause  of  T2DM  development.  Next,  we  studied  if  prolonged  resistance
type and endurance type exercise training could improve the energy
capacity of T2DM patients. Subsequent analysis after one year of regular
interval exercise training of long-standing T2DM subjects showed that
exercise  training  is  feasible  and  beneficial  for  T2DM  patients  with
polyneuropathy. In vivo analysis of mitochondrial function indicated an
improvement of 21±2%, but also showed an improved blood lipid profile
and stabilization of the exogenous insulin requirement. The reduced
expression of genes involved in aerobic energy generation in T2DM
subjects compared with controls, was reversed and increased in the
long-standing T2DM subjects after one year of exercise. Also, ?-
oxidation genes were increased, suggesting a higher usage of fatty acids
for energy generation as seen in newly diagnosed T2DM subjects. Our
data indicates that mitochondrial dysfunction in long-standing T2DM
patients can, at least partly, be reversed by prolonged endurance and
resistance type exercise training.
In contrast to the secondary mitochondrial defects in patients with
T2DM,  the  m.3243A>G  mutation  is  a  monogenetic  cause  of  diabetes.
Carriers  of  the  m.3243A>G  mutation  nearly  always  develop  diabetes,
either  as  primary  phenotype  or  as  one  of  the  phenotypes  in  a  whole
spectrum of clinical symptoms. Since there is no exact correlation
between the m.3243A>G mutation percentage with the background
mtDNA haplogroups and clinical manifestations, we performed gene
expression profiling of  muscle RNA from patients with varying levels  of
the m.3243A>G mutation and controls to unravel differences and
similarities between patients. Unsupervised clustering of the gene
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expression  data  revealed  which  of  the  m.3243A>G  carriers  cluster
together and which processes differ between the clusters (chapter 3).
The young diabetic m.3243A>G carriers grouped together with healthy
controls and the young carriers with more severe neuromuscular disease
and  older  mildly  affected  m.3243A>G  carriers  clustered  in  a  second
group.  Subsequent  analysis  of  differently  expressed  genes  and
processes showed that aging and neuromuscular disease progression,
but  not  development  of  diabetes  in  m.3243A>G  carriers,  was
accompanied by reduced expression of genes involved in aerobic energy
generation. In addition, an imbalance between cell proliferation and
apoptosis was apparent in the young more severely affected and older
mildly affected patients, most likely resulting in less functional muscle
cells. Based on our observations we hypothesized that interventions
aimed at improving mitochondrial function and stimulating cell
regeneration could prevent or delay disease progression.
Adipose tissue is next to muscle another important tissue in T2DM
pathophysiology. As T2DM is generally preceded by obesity, adipose
tissue is considered the first affected tissue. Obesity induced adipocyte
overloading causes adipocyte enlargement, which is associated with
altered adipokine signaling, inflammation, insulin resistance and reduced
adipogenic potential. We studied the intrinsic changes in T2DM
preadipocytes compared with age- and BMI-matched controls. Our data
(chapter 4) showed a decreased expression level of genes involved in
differentiation, providing a molecular explanation for the reduced
adipogenic potential in T2DM preadipocytes, which most likely
contributes to ectopic fat depositioning. The preadipocytes were cultured
and, therefore, the observed alterations are considered intrinsic
alterations  of  T2DM  preadipocytes  and  are  not  the  result  of  signaling
from other cell-types. Gaining insight in the different molecular
mechanisms of adipogenesis may lead to the identification of targets for
therapeutic interventions, aiming at enhancing adipocyte differentiation
and metabolism to improve lipid storage capacity. This could reduce
ectopic fat depositioning and enhance insulin sensitivity as well.  One of
the  genes  that  had  a  reduced  expression  in  T2DM  preadipocytes  was
WNT5b, whereas its paralog WNT5a was unchanged. Chapter  5
describes the role of Wnt5b and Wnt5a during adipogenesis. Induction of
adipogenesis requires inhibition of the ?-catenin dependent and
stimulation of the ?-catenin independent Wnt signaling pathway, in
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which Wnt5a and Wnt5b are both involved. Gene expression and protein
analysis during murine 3T3-L1 preadipocyte differentiation showed that
both Wnt5a and Wnt5b inhibit ?-catenin dependent Wnt signaling at the
start of adipogenesis, and increased levels of ?-catenin dependent
Wnt3a inhibited adipogenesis. Furthermore, in contrast to Wnt5a, Wnt5b
appears to be a potent enhancer of adipogenic capacity by stimulation of
PPAR? and aP2. Down-regulation of Wnt5b could therefore contribute to
decreased adipogenesis observed in T2DM diabetic subjects. Another
gene down-regulated by T2DM is Nrf1,  which  is  the  key  regulator  of
mitochondrial biogenesis. In chapter 6, Nrf1 was overexpressed during
adipogenesis to analyze the effect on mitochondrial density and
function, and characterize its downstream transcriptional targets. Nrf1
overexpressing cells had an increased mtDNA copy number and reduced
lipid content, which was not associated with an increased ATP production
rate per cell. Using global gene expression analysis, we observed that
Nrf1 overexpression stimulated cell proliferation, apoptosis and cytokine
expression. Moreover, we observed that in contrast to the insulin-
sensitizing effect of short-term Nrf1 overexpression, prolonged Nrf1
overexpression induced an adipokine expression profile of insulin
resistant adipocytes. Because of the wide range of transcriptional
targets, post-transcriptional regulation of Nrf1, or stimulating specific
downstream Nrf1 targets may be a more suitable and specific approach
for treating adipose tissue defects, instead of directly stimulating Nrf1
expression. Chapter 7 discusses the relevance of our findings in the
current timeframe, in which new genetic technologies, especially next-
generation sequencing, provide new opportunities for the development
of personalized medicine and a genome-wide in vitro characterization of
genes and their roles. The chapter concludes with future research
options to gain further insight in mitochondrial energy metabolism and
T2DM pathophysiology and development of  new treatment options and
scenarios.
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Samenvatting
Type 2 diabetes mellitus (T2DM) is een aandoening van het energie
metabolisme die gekarakteriseerd wordt door insuline resistentie en
onvoldoende insulineproductie door falende ?-cellen in de alvleesklier.
De incidentie van T2DM stijgt snel en wordt momenteel als een epidemie
beschouwd, net als obesitas. Twee belangrijke organen betrokken bij de
ontwikkeling van T2DM zijn skeletspier en vetweefsel, aangezien ze
samen zorgen voor meer dan 90% van de insuline-gestimuleerde
glucose opname. Bij verbranding van glucose, vetten en eiwitten wordt
de meerderheid aan ATP (energie) gegenereerd door middel van het
oxidatieve fosforylatie systeem (OXPHOS) in de mitochondriën.
Verminderde mitochondriële functie werd gedacht ten grondslag te
liggen aan de ontwikkeling van insuline resistentie en T2DM. Ondanks
vele studies is de rol van de mitochondriën bij de ontwikkeling van
T2DM echter nog steeds onduidelijk. Naast een rol bij de ontwikkeling
van T2DM, kan een mitochondrieel defect ook leiden tot een
monogenetische vorm van diabetes. Bijvoorbeeld de mitochondriële DNA
mutatie op positie 3243 van het tRNALeu gen leidt in bijna alle gevallen
tot ontwikkeling van diabetes. Doel van dit proefschrift was door middel
van een uitvoerige studie de veranderingen m.b.t. mitochondriële
functie en globale genexpressie analyse in skeletspier en vetweefsel van
T2DM patiënten in kaart te brengen (hoofdstuk 2 en 4). Genexpressie
analyse is tevens gebruikt om de genexpressie veranderingen in
skeletspier van mild aangedane en ernstig aangedane dragers van de
m.3243A>G  mutatie  in  kaart  te  brengen  (hoofdstuk 3). Daarnaast
hebben  we  twee  genen  betrokken  bij  de  ontwikkeling  van  T2DM,
namelijk Wnt5b en Nrf1, verder geanalyseerd in vitro (hoofdstuk 5 en
6).  Tot  slot, hoofdstuk 7 bediscussieert de relevantie van onze
bevindingen  en  sluit  af  met  conclusies  en  suggesties  voor  toekomstig
onderzoek om het inzicht in aandoeningen van het energie metabolisme
te verruimen en therapieën te ontwikkelen.
Hoofdstuk 1 geeft  een  algemene  introductie  over  T2DM
pathofysiologie, de belangrijke organen die hierbij betrokken zijn en de
rol  van  de  mitochondriën  in  het  energie  metabolisme  en  de
veranderingen geassocieerd met de ontwikkeling van T2DM. Spier,
vetweefsel, alvleesklier en de lever zijn belangrijke organen betrokken
bij de ontwikkeling van T2DM, waarvan skeletspier en vetweefsel meer
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in  detail  besproken  zullen  worden  (hoofdstuk 2-6). De huidige
gegevens betreffende de primaire of secundaire rol van de
mitochondriën  bij  de  ontwikkeling  van  T2DM  zijn  erg  tegenstrijdig.  In
hoofdstuk 1 worden mogelijke verklaringen hiervoor bediscussieerd,
welke in hoofdstuk 2 experimenteel getest worden. Skeletspier
monsters van nieuw gediagnosticeerde T2DM patiënten, langdurig
insuline-behandelde T2DM patiënten en controles met vergelijkbare
leeftijd en BMI zijn gebruikt om T2DM-gerelateerde veranderingen in de
hoeveelheid mitochondriën, mitochondriële functie en globale
genexpressie te analyseren. In tegenstelling tot nieuw gediagnosticeerde
T2DM patiënten, had de groep langdurige T2DM patiënten een verlaagde
activiteit van mitochondrieel complex I en een verlaagde hoeveelheid
mitochondriën bepaald aan de hand van de hoeveelheid citraat
synthase. Genexpressie analyse bevestigde de mitochondriële
veranderingen in de groep langdurige T2DM patiënten, aangezien deze
een verminderde expressie hadden van genen betrokken bij de
citroenzuurcyclus en het OXPHOS systeem. Uit genexpressie analyse
van de groep nieuw gediagnosticeerde T2DM patiënten bleek de
mitochondriële  functie  in  deze  groep  vergelijkbaar  met  de  controle
groep. In de nieuw gediagnosticeerde T2DM patiënten was er wel
verhoogd gebruik van vetzuren als energiebron, mogelijk om schade aan
de  insuline  signalering  door  ophoping  van  vetzuren  te  beperken.  Uit
onze data concluderen wij dat een verminderde mitochondriële functie
een  gevolg  is  van  T2DM  ontwikkeling,  en  dus  niet  de  oorzakelijk  is.
Vervolgens hebben we gekeken of langdurige duur- en krachttraining de
mitochondriële functie van langdurige T2DM patiënten zou kunnen
verbeteren.  Uit  analyse  van  langdurige  T2DM  patiënten  die  1  jaar
interval bewegingstraining ondergingen bleek dat bewegingstraining
haalbaar en gunstig is voor T2DM patiënten met polyneuropathie. De in
vivo mitochondriële functie bleek met 21±2% verbeterd te zijn.
Bovendien hadden ze een verbeterd lipiden profiel in bloed en was de
benodigde hoeveelheid exogene insuline gestabiliseerd. De verlaagde
expressie van genen betrokken bij aërobe energie productie in
langdurige  T2DM  patiënten  ten  opzichte  van  controles  was  in  deze
patiënten verhoogd na een jaar training.  Tevens was de expressie van
genen  betrokken  bij  de  ?-oxidatie  toegenomen,  wat  mogelijk  duidt  op
een verhoogd gebruik van vetzuren om energie te maken, vergelijkbaar
met nieuw gediagnosticeerde T2DM patiënten. Uit onze data kunnen we
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concluderen dat verminderde mitochondriële functie in langdurig T2DM
patiënten  gedeeltelijk  kan  worden  verbeterd  door  langdurige  duur-  en
krachttraining.
In tegenstelling tot de verminderde mitochondriële functie ten gevolge
van  T2DM  ontwikkeling,  veroorzaakt  de  m.3243A>G  mutatie  een
monogenetische  vorm  van  diabetes.  Bijna  alle  dragers  van  de
m.3243A>G  mutatie  ontwikkelen  diabetes  als  primair  fenotype  of  als
een van de fenotypes in een heel spectrum van klinische symptomen.
Aangezien  er  geen  exacte  correlatie  bestaat  tussen  het  m.3243A>G
mutatie percentage en de mtDNA haplogroepen of met de klinische
manifestaties, hebben we genexpressie analyse uitgevoerd van
skeletspier RNA van m.3243A>G dragers met een verschillend mutatie
percentage en controles. Ongecontroleerde clustering is toegepast om
na  te  gaan  welke  m.3243A>G  dragers  op  basis  van  hun  genexpressie
profiel samenclusterden en welke processen verschillend waren tussen
de clusters (hoofdstuk 3).  De  jonge  m.3243A>G  dragers  met  milde
symptomen en diabetes clusterden samen met de gezonde controles in
cluster 1. De zwaarder aangedane m.3243A>G dragers  en oudere mild
aangedane m.3243A>G dragers clusterden samen in het tweede cluster.
Na het analyseren van de differentieel tot expressie komende genen en
processen in de twee clusters bleek dat progressie van het ziektebeeld
vergezeld werd door een verminderde expressie van genen betrokken
bij aërobe energie productie. Tevens was er in de zwaarder aangedane
groep m.3243A>G dragers een onbalans zichtbaar tussen genen
betrokken bij celproliferatie en apoptose, die waarschijnlijk leidt tot een
verminderd aantal functionele spiercellen. Op basis van onze resultaten
stellen we dat interventies gericht op het verbeteren van de
mitochondriële functie en stimulering van celregeneratie, progressie van
het ziektebeeld zou kunnen voorkomen of uitstellen.
Naast skeletspier is ook vetweefsel een belangrijk weefsel dat betrokken
is bij T2DM pathofysiologie. Aangezien ontwikkeling van T2DM
normaliter  wordt  voorafgegaan  door  obesitas,  kan  vetweefsel  als  het
eerst aangedane weefsel worden beschouwd. Obesitas leidt tot
overbelasting van de adipocyten (vetcellen) waardoor deze vergroot
worden. Door deze vergroting verandert het het patroon aan stoffen,
genaamd adipokines, die door de adipocyten geproduceerd worden.
Hierdoor ontstaat er ontsteking, insuline resistentie en een verlaagde
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capaciteit van preadipocyten om te ontwikkelen tot adipocyt. In
hoofdstuk 4 hebben we de intrinsieke veranderingen in preadipocyten
van T2DM patiënten vergeleken met preadipocyten van controles van
vergelijkbare leeftijd en BMI. Onze data duidt op een verlaagd expressie
niveau van genen betrokken bij differentiatie. Dit geeft een moleculaire
verklaring voor de gereduceerde differentiatiecapaciteit in preadipocyten
van T2DM patiënten, die hoogstwaarschijnlijk bijdraagt aan vetdepositie
in andere weefsels dan het vetweefsel. Aangezien de preadipocyten
gekweekt zijn, kunnen we stellen dat de gevonden veranderingen
intrinsieke  veranderingen  van  de  T2DM  preadipocyten  zijn  en  niet  het
resultaat van invloeden van andere celtypen. Meer inzicht verkrijgen in
de veranderingen die optreden tijdens het adipogenese proces, kan
mogelijk leiden tot de identificatie van therapeutische interventiepunten
gericht  op  stimulering  van  de  differentiatie  en  verbetering  van  de
insuline gevoeligheid. Een van de genen met een verlaagde expressie in
T2DM preadipocyten was Wnt5b, terwijl zijn paraloog Wnt5a
onveranderd was. Hoofdstuk 5 beschrijft  de  rol  van Wnt5b en Wnt5a
tijdens het adipogenese proces. Inductie van het adipogenese proces
wordt  geremd  door  de  ?-cateïne  afhankelijke  Wnt  signalering  waartoe
o.a. Wnt3a behoort.  Genexpressie  en  eiwit  analyse  tijdens  de
differentiatie  van  muizen  3T3-L1  preadipocyten  toonde  aan  dat Wnt5a
en Wnt5b die behoren tot de ?-cateïne onafhankelijke Wnt signalering
het adipogenese proces stimuleren door de ?-cateïne afhankelijke Wnt
signalering te remmen. In tegenstelling tot Wnt5a, bleek Wnt5b
overexpressie het adipogenese proces duidelijk te versterken door
middel van stimulatie van PPAR? en aP2. Verlaagde expressie van
Wnt5b zou daarom kunnen bijdragen aan de verlaagde
differentiatiecapaciteit in preadipocyten van T2DM patiënten. Een ander
gen waarvan de expressie verlaagd is in T2DM patiënten is Nrf1, dat een
sleutelrol speelt in het mitochondriële biogenese proces. In hoofdstuk 6
is het effect van Nrf1 overexpressie op de mitochondriële biogenese en
functie tijdens adipogenese geanalyseerd en hebben we genen die door
Nrf1 transcriptioneel gereguleerd worden in kaart gebracht. Cellen
waarin Nrf1 tot overexpressie werd gebracht hadden een verhoogd
mitochondrieel DNA kopie aantal en een verlaagde hoeveelheid lipiden
die  niet  veroorzaakt  werd  door  een  verhoogde  ATP  productie  per  cel.
Met behulp van globale genexpressie analyse konden de processen
waarin Nrf1 een rol speelt worden geïdentificeerd, namelijk
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celproliferatie, apoptose en cytokine expressie. Daarnaast hebben we
geobserveerd dat langdurige Nrf1 overexpressie leidt tot de ontwikkeling
van een adipokine expressie profiel van insulineresistente adipocyten.
Deze observatie is tegengesteld aan de verhoogde insuline gevoeligheid
die wordt waargenomen bij kortdurende Nrf1 overexpressie. Gezien het
groot aantal door Nrf1 transcriptioneel gereguleerde genen lijkt directe
stimulatie van Nrf1 niet de aan te raden. Post-transcriptionele regulatie
van Nrf1 of specifieke activatie van een door Nrf1 geïnduceerd gen lijkt
een geschiktere benadering voor de behandeling van defecten aan het
vetweefsel.
In hoofdstuk 7 wordt de relevantie van onze bevindingen afgezet tegen
het huidig tijdsbeeld waarin nieuwe technologieën, met name de “next-
generation sequencing” technologie, nieuwe kansen bieden voor de
ontwikkeling van gepersonaliseerde geneeskunde en genoombrede in
vitro analyse van genen en hun functie. Dit hoofdstuk sluit af met
mogelijke toekomstplannen om het mitochondriële energie metabolisme
en de T2DM pathofysiologie verder te ontrafelen en behandelmethoden
op te zetten.
